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El presente estudio consistió en la detección y caracterización  de genes de 
resistencia a β-lactámicos y a quinolonas de codificación plasmídica  en un total 
de 101 enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generación 
aisladas  de muestras clínicas en centros de salud de la ciudad de 
Cochabamba-Bolivia, en el periodo de Diciembre 2012 a Marzo 2013.  
Las β-lactamasas de espectro extendido detectadas fueron en su totalidad de 
tipo CTX-M,  de las cuales 89 correspondieron a CTX-M-grupo-1, 10 a  CTX-M-
grupo-9,  1 a CTX-M-grupo-2  y 1 aislamiento mostró la presencia simultánea de 
CTX-M-grupo-1 y CTX-M-grupo-9. Además, un 71% de los aislamientos mostró 
la presencia de blaoxa-1.  
Resultó frecuente la presencia simultánea de mecanismos que confieren 
resistencia a ambas familias de antibióticos siendo el 93% de las  
enterobacterias estudiadas resistentes a quinolonas. Se realizó la identificación 
de genes de resistencia plasmídica a quinolonas (PMQR). La variante 
enzimática aac(6’)-Ib-cr fue detectada en un 83% de los aislamientos siendo el 
mecanismo PMQR más prevalente. También se encontraron 6 aislamientos 
portadores de genes qnr que correspondieron a los alelos qnrB1 (5) y qnrB19 
(1). El gen que codifica para la bomba de eflujo qepA1 fue identificado en 6 E. 
coli. Los genes que codifican OqxAB, otra bomba de eflujo, se detectó en un 
aislamiento de E. coli.  
Este trabajo constituye el primer reporte de marcadores de resistencia a β-
lactámicos y quinolonas en la ciudad de Cochabamba-Bolivia. Este estudio 
representa  el primer reporte de qepA1, qnrB1, qnrB19 y aac(6’)-Ib-cr en esta 
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ciudad de Bolivia, mientras que la detección de oqxAB corresponde al primer 
reporte en dicho país y a uno de los primeros reportes en Latinoamérica . 



























A surveillance study was conducted to characterize the mechanism involved in 
the resistance to the most clinically used antibiotic families, β-lactams and 
quinolones, in Cochabamba-Bolivia. β-lactamase coding genes and also 
plasmid mediated quinolone resistance markers (PMQR) were investigated in a 
total of 101 third generation cephalosporin resistant enterobacteria recovered 
from different health centers, during December 2012 to March 2013.  
Detected β-lactamases absolutely belonged to CTX-M type enzymes, 
corresponding to CTX-M-group-1 (89), CTX-M-group-9 (10) and CTX-M-group-
2 (1). One isolate displayed both CTX-M-group-1 and CTX-M-group-9 enzymes. 
The presence of blaoxa-1 was detected in 71% of the isolates.  
Resistance to both families of antibiotics was frequently observed, being 93% of 
the included isolated resistant to quinolones.  
Coding gene for Aac(6’)-Ib-cr was the most frequent PMQR identified in this 
study (83%). Six isolates harbored qnr, corresponding to qnrB1 (5) and qnrB19 
(1), and another 6 harbored the coding gene for the QepA1 efflux pump. OqxAB 
coding genes were only identified in one E. coli isolate.  
This constitutes the first study of β-lactam and quinolone resistance markers 
performed in Cochabamba-Bolivia. Also, it constitutes the first report of qepA1, 
qnrB1, qnrB19 and aac(6’)-Ib-cr in this city of Bolivia, and the first description of 
oqxAB in the whole country an even one of the first reports in Latin America. 
 




























Las bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram 
negativos que se encuentran distribuidos en el suelo, agua, vegetación y 
forman parte de la microbiota habitual del intestino del hombre y de otros 
animales de sangre caliente. Algunas especies son patógenos primarios y otras 
son patógenos oportunistas. Pueden ser causantes de infecciones intestinales 
como la gastroenteritis y también extraintestinales como infecciones urinarias, 
septicemia y neumonía. A su vez, varias especies de esta familia suelen estar 
implicadas en infecciones de origen nosocomial.  
Son anaerobios facultativos que fermentan la glucosa, son oxidasa negativos, 
catalasa positivos y reducen nitratos a nitritos, a menudo producen gas, tienen 
un contenido de G+C de 39 a 59% y crecen en medios de cultivo usuales como 
medio Nutritivo, Levine, McConkey, CLED (agar cistina-lactosa deficiente en 
electrolitos), entre otros. Poseen una estructura antigénica compleja y algunas 
especies producen diversas toxinas y factores de virulencia1,2. 
El cromosoma de una bacteria típica consta de una sola molécula circular 
bicatenaria de ácido desoxirribonucleico (ADN) que contiene aproximadamente 
5.000.000 pares de bases, de una longitud aproximada de 1,3 mm. La 
alteración de algunos genes tendrá un efecto más evidente, debido a la 
presencia de un único cromosoma3. 
Además de dicho material genético, las bacterias pueden contener fragmentos 




Los plásmidos son pequeños elementos genéticos cuya replicación es 
independiente del cromosoma bacteriano, son moléculas circulares 
bicatenarias de ADN con un número variable de pares de bases. Algunos 




Los plásmidos portan información que puede proporcionar una ventaja 
selectiva a las bacterias, como conferir un alto nivel de resistencia a 
antibióticos, codificar para la producción de bacteriocinas, toxinas, 
determinantes de virulencia y contener otros genes que otorguen una ventaja 
respecto a la metabolización de ciertos sustratos. Algunos plásmidos pueden 
ser transferidos de una célula a otra por conjugación o también por otros 
mecanismos  como  transformación y transducción (ver figura #1)3.  
A su vez, muchos de los determinantes de resistencia están localizados en 
plataformas genéticas como integrones que reclutan y promueven su expresión 
o en transposones, algunos de ellos conjugativos, que favorecen su 
diseminación entre distintas estructuras genómicas, así también, entre 








Transformación, transducción y conjugación 
 
                 Fuente: Orrosquieta Vázquez G., 2012 
 
Los Antibióticos β-lactámicos (Figura #2) 
En septiembre de 1928 Alexander Fleming descubrió el primer antibiótico β-
lactámico, la penicilina, al observar que el desarrollo de colonias de 
Staphylococcus aureus  se inhibía por la presencia del hongo Penicilium 
notatum (contaminante del cultivo)5. 
Esta familia de drogas se caracteriza por contener un anillo β-lactámico en su 
estructura molecular. Forman parte de este grupo las penicilinas (núcleo 
constituido por el ácido 6-amino penicilánico)  que difieren unas de otras por 
sustituciones en la posición 6 del anillo que modifican la actividad 
antibacteriana. Esta familia también incluye a las cefalosporinas de primera, 
segunda, tercera y cuarta generación (núcleo constituido por el ácido 7- 
aminocefalosporánico), que derivan de la fermentación del Cephalosporium 
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acremonium, los monobactames (derivados del ácido 3-aminomonobactámico), 
los carbapenems (derivados semisintéticos, producidos por Streptomyces spp.) 
y los inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico que es producido 
por Streptomyces clavuligerus, el sulbactam y tazobactam que son sulfonas 
sintéticas derivadas del ácido penicilánico6. 
Figura #2 






Fuente: Cruz E, Modelación molecular de antibióticos β-lactámicos, Revista 
Científica de las Ciencias Médicas en Cienfuegos. v.8 n.1, 2010. 
 
Mecanismo de acción 
Los antibióticos β-lactámicos inhiben  la síntesis de peptidoglucano (constituido 
por largas cadenas de glúcidos, formadas por la repetición de moléculas de 
ácido N-acetilglucosamina y N-acetilmurámico - pentapeptido), constituyente 
principal de la pared celular bacteriana. La última fase de la síntesis de la pared 
bacteriana consiste en la formación de tetrapéptidos a partir de pentapéptidos y 
el entrecruzamiento de estos péptidos para formar la malla compacta de 
peptidoglucano. Estos procesos finales son llevados a cabo por enzimas 
localizadas en la membrana citoplasmática (carboxipeptidasas y 
transpeptidasas), las cuales pertenecen al grupo de las proteínas fijadoras de 
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penicilinas (PBP). Dada la similitud estructural del  anillo β-lactámico con la 
región terminal del pentapéptido, los antibióticos β-lactámicos se unen 
covalentemente con dichas PBPs e inhiben la formación de puentes peptídicos 
lo que debilita la pared celular, resultando más sensible a cambios en la 
presión osmótica, a la vez que se desrregula el sistema autolítico que lleva a la 
lisis bacteriana7,8. 
Mecanismos de resistencia bacteriana 
La resistencia a antibióticos es un fenómeno creciente, generado 
principalmente por el uso indiscriminado e irracional de éstos, haciendo que los 
tratamientos convencionales se vuelvan ineficaces y que las infecciones 
persistan, incrementando el peligro de propagación. Existe el riesgo de que las 
enfermedades infecciosas se vuelvan intratables e incontrolables, amenazando 
con retornar a la era anterior a los antibióticos. Las bacterias que son 
resistentes a antibióticos de primera línea, tienen que ser tratados con 
antibióticos de última línea, lo que eleva los costos de la atención sanitaria, la 
carga económica de las familias y sociedades. 
Los factores que aceleran la aparición y propagación de la resistencia incluyen: 
sistemas deficientes de vigilancia y seguimiento de la resistencia, sistemas 
inadecuados de calidad, suministro y uso inapropiado de medicamentos y 
también el uso de antibióticos en actividad pecuaria, entre otras9. 
Según algunas investigaciones, se pudo observar que la resistencia a 
antibióticos es de mayor magnitud en países de Latinoamérica, ya que existe 





Los mecanismos de resistencia a los β-lactámicos incluyen:  
1)  Modificaciones en el sitio activo de las PBPs que disminuyen la afinidad 
por los β-lactámicos. 
2) Disminución de la expresión de proteínas de membrana externa (OMPs). 
3) Adquisición o modificación de la expresión de bombas de eflujo. 
4) Producción de enzimas β-lactamasas, que tienen la capacidad de 
degradar diferentes compuestos β-lactámicos a través de la ruptura 
hidrolítica del anillo β-lactámico. 
Este último constituye el mecanismo más importante de resistencia a éstos 
antibióticos en enterobacterias y otros bacilos gram negativos11. 
β-lactamasas 
Clasificación de β-lactamasas 
La gran diversidad de estas enzimas ha llevado a que las β-lactamasas se  
clasifiquen según Ambler en clases moleculares: A, B, C y D de acuerdo a su 
secuencia de aminoácidos, donde las de clase A, C y D contienen un centro 
activo de serina y las de clase B uno que depende del Zinc.  
En 1989, 1995 y 2010 Bush, Jacoby y Medeiros clasificaron a las β-lactamasas 
en 4 grupos de acuerdo a diferentes criterios como: el perfil de sustrato, su 
inhibición por ácido clavulánico o EDTA, el peso molecular de la enzima, el 
punto isoeléctrico, entre otros12. Recientemente, esta clasificación ha sido 
revisada y adaptada para poder incluir enzimas con parámetros o estructuras 







Esquema de clasificación de β-lactamasas actualizado 
 
 
Fuente: Bush K, The ABCD’s of β-lactamase nomenclature, J Infect Chemother. 
2013. 19:549–559 
β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
El gran uso de las aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina), así también las 
cefalosporinas de primera generación como cefalexina para el tratamiento de 
las infecciones producidas por enterobacterias, contribuyó a la selección de 
microorganismos resistentes. Este hecho motivó la incorporación de las  
cefalosporinas de tercera generación o de espectro extendido como cefotaxima 
y ceftazidima, que con el paso del tiempo, contribuyeron a la emergencia de las 
BLEE. Estas enzimas se han descrito no solo en enterobacterias sino también 
14 
 
en Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas spp., Vibrio 
cholerae, entre otros. 
Dentro de las BLEE de clase molecular A, las enzimas de tipo TEM, SHV y 
CTX-M han sido las más ampliamente reportadas. Otras BLEE clínicamente 
importantes son VEB, BEL, BES-1, SFO-1, TLA-144, PER y GES13. 
En general, estas enzimas son capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas 
de primera, segunda, tercera y cuarta generación, además de monobactames, 
pero no cefamicinas o carbapenems. Son inhibidas por los inhibidores clínicos 
de β-lactamasas clase A como ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam14. 
 
β-Lactamasas de clase A de AMBLER 
β-lactamasas tipo TEM 
La familia de las enzimas de tipo TEM cuenta actualmente con 221 miembros. 
TEM-1 es la enzima más prevalente en el mundo y constituye el ancestro de 
esta numerosa familia. Es una β-lactamasa de espectro ampliado (BLEA)   
capaz de hidrolizar ampicilina y cefalosporinas de primera generación pero no 
cefalosporinas de espectro extendido. TEM-3 fue la primera β-lactamasa 
reportada en 1988 que mostró fenotipo BLEE. Las BLEE de tipo TEM no sólo 
se encontraron en la familia Enterobacteriaceae sino también en bacilos gram 
negativos no fermentadores15. 
β-lactamasas tipo SHV 
El gen codificante de SHV-1 fue identificado inicialmente en el cromosoma de 
K. pneumoniae16, por tanto, este es considerado como el ancestro de la familia 
SHV. Dicho gen fue posteriormente reportado en plásmidos en otros miembros 
de la familia Enterobacteriaceae y también en bacterias gram negativas no 
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fermentadoras. La primera de estas enzimas con fenotipo BLEE fue SHV-2, se 
encontró en una cepa de Klebsiella ozaenae, aislada en 1983 en Alemania14. 
Existen hasta el momento (www.lahey.org) 189 variantes de SHV, la mayoría 
con fenotipo BLEE, muchas de las cuales presentan la sustitución en 
Gly238Ser que tiene un importante rol en la hidrólisis de ceftazidima y 
cefotaxima13. 
β-lactamasas tipo CTX-M 
Las enzimas de tipo CTX-M constituyen en la actualidad las BLEE prevalentes 
en el mundo. Su nombre proviene de “Cefotaximasa Munich” y han recibido 
esta denominación debido a la hidrólisis preferencial de cefotaxima respecto a 
ceftazidima, dos cefalosporinas de tercera generación (oxiiminocefalosporinas). 
Exhiben mayor sensibilidad a tazobactam que a ácido clavulánico, están 
asociadas a un aumento de CIM (concentración mínima inhibitoria) para 
aztreonam y cefepime14. 
CTX-M-1  fue descrita en 1989 en un aislamiento de E. coli en Alemania17  y 
posteriormente en Sudamérica se encontró CTX-M-2 en Salmonella 
Typhimurium en pacientes hospitalizados que sufrían de meningitis, septicemia 
o enteritis18. A partir de entonces han sido descritas más de 150 nuevas 
variantes (www.lahey.org). 
El genoma de Kluyvera spp. se ha postulado como el origen de estas enzimas, 
mediado por la movilización genética a través de secuencias de inserción como  
ISEcp1 o ISCR1 y la incorporación en integrones y/o transposones17. 
Los miembros de la familia CTX-M se distribuyen en 5 subgrupos 
genéticamente distintos: CTX-M grupo 1; CTX-M grupo 2; CTX-M grupo 8; 
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CTX-M grupo 9 y CTX-M grupo 25, cada uno de ellos incluyen distintas 
variantes. 
La enzima CTX-M-15, del grupo CTX-M-1 es la más ampliamente diseminada 
en el mundo y fue identificada por primera vez en New Delhi (India) en 1999, en 
aislamientos entéricos19. 
CTX-M-2 fue descrita en 1992 en aislamientos de Salmonella Typhimurium 
recuperados en Argentina y desde entonces su presencia ha sido demostrada 
en diferentes enterobacterias, también en bacilos gram negativos no 
fermentadores.17 Esta enzima fue considerada como una de las BLEEs más 
prevalentes en Sudamérica, aunque en los últimos años su amplia prevalencia 
ha sido  desplazada por  CTX-M-1517. 
β-lactamasas tipo PER  
Esta familia comprende 6 miembros, siendo PER-2 la enzima más prevalente. 
Esta fue reportada en Salmonella Typhimurium en 1996. Hay evidencia de su 
presencia en un aislamiento de P. mirabilis recuperado en Argentina en 1989. 
Las enzimas tipo PER presentan mayor afinidad por ceftazidima que por 
cefotaxima13. 
β-lactamasas tipo GES 
Esta familia comprende 25 miembros (www.lahey.org). GES-1 fue reportada en 
K. pneumoniae en Francia el 2000. Estas enzimas tienen la habilidad de 
hidrolizar oxiiminocefalosporinas, pero no aztreonam. Algunas de ellas también 
son capaces de hidrolizar carbapenemes (sustitución Asn o Ser en el residuo 





β-lactamasas de clase D AMBLER (o grupo funcional 2d) 
β-lactamasas tipo OXA 
Estas enzimas fueron descritas inicialmente en los años 70s. Se agrupan en 
subfamilias caracterizadas por diferentes actividades que incluyen oxacilinasas, 
BLEA, BLEE y carbapenemasas. En conjunto son débilmente inhibidas por 
ácido clavulánico. Entre las enzimas de tipo OXA de espectro ampliado se 
encuentran OXA-1 y OXA-2, las cuales presentan solo un 30% de identidad 
entre ellas dando origen a dos subgrupos distintos. Las enzimas de tipo OXA 
de espectro extendido derivan de OXA-10 u OXA-7 y la mayoría confieren 
resistencia a ceftazidima y podemos citar a: OXA-11, -14, -16, -17, -19, -15, -
18, -28, -31, -32, -35, y -45.13 
β-lactamasas de clase C de AMBLER (o grupo funcional 1) 
β-lactamasas de tipo AmpC 
Las enzimas de tipo AmpC pueden estar codificadas en cromosomas o 
plásmidos. La expresión de los genes cromosómicos suele ser inducibles en 
muchas enterobacterias pero no en E. coli. La expresión de los genes ampC de 
localización plasmídica es en su mayoría constitutiva y en altos niveles dando 
lugar a microorganismos resistentes a penicilinas, oxiiminocefalosporinas y 
aztreonam20, 21. 
En 1976, Bauernfeind describió una K. pneumoniae en Korea del Sur, que 
podía conferir resistencia a cefoxitina, cefotetan, penicilinas, cefalosporinas y 
monobactames en E. coli y la llamó CMY-1 por su actividad hidrolítica frente a 






Las quinolonas de uso clínico tienen una estructura común formada por dos 
anillos, uno de ellos tiene un nitrógeno en la posición 1, un grupo carbonilo en 
la posición 4 y un grupo carboxilo en la posición 3. A su vez las 
fluoroquinolonas tienen una sustitución de un átomo de flúor en la posición 6 y 
un anillo de piperazina en la posición 7, que aumenta la potencia y el espectro 
frente a bacterias gram negativas. (Ver figura #3). 
En 1962, se introdujo el ácido nalidíxico a la práctica clínica y en 1980 la primer 
fluoroquinolona llamada ciprofloxacina22. 
Figura #3 












Fuente: De Souza V, promising drugs against tuberculosis: past, present and 




Clasificación y espectro de acción de las quinolonas 
Primera Generación, no fluoradas, activas frente a enterobacterias causantes 
de infecciones urinarias. 
 Ácido nalidíxico 
 Ácido pipemídico 
 Ácido oxolínico 
Segunda Generación, fluoradas, activas frente a microorganismos aerobios 
gram negativos, Pseudomonas aeruginosa y también Mycoplasmas pp., 






Tercera Generación, fluoradas, activas frente a microorganismos aerobios 




Cuarta Generación, fluoradas, activas frente a aerobios gram negativos, cocos 







Mecanismo de acción 
Las quinolonas ingresan a las bacterias gram negativas a través de las porinas 
de la membrana externa por difusión pasiva. Actúan sobre los ácidos nucleicos, 
inhiben la síntesis de ADN bloqueando las topoisomerasas tipo II (ADN girasa y 
topoisomerasa IV). 
En bacterias gram negativas actúan principalmente uniéndose a complejos que 
se forman entre el ADN y la enzima ADN girasa24. La ADN girasa es un 
tetrámero de dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas por los 
genes gyrA y gyrB, respectivamente, encargada del superenrrollamiento 
negativo del ADN. La enzima rompe ambas hebras de ADN a expensas de 
hidrólisis de ATP. Cuando una molécula de quinolona se une al complejo, 
produce un cambio conformacional que previene la re-ligación de las hebras de 
ADN inhibiendo la replicación y crecimiento bacteriano.  
En bacterias gram positivas, el principal sitio blanco es la topoisomerasa IV, la 
cual está compuesta por dos subunidades ParC y dos subunidades ParE  
codificadas por los genes parC y parE, respectivamente25. 
Resistencia bacteriana a quinolonas 
La resistencia a quinolonas puede deberse a varias causas, como ser: 
adquisición de mutaciones puntuales en los genes que codifican las 
topoisomerasas II,  pérdida o  expresión alterada de porinas y sobreexpresión 
de bombas de eflujo activas, dadas por mutaciones en los genes regulatorios26. 
Las mutaciones en los genes codificantes de topoisomerasas tipo II se 
localizan en regiones denominadas  QRDR (Quinolone Resistance Determining 
Region). En el gen gyrA suelen ocurrir entre las posiciones 51 y 106. En la 
mayoría de las enterobacterias los cambios más frecuentes ocurren en las 
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posiciones 83 y 87 de gyrA (Ser83Leu, Asp87Asn) y en las posiciones 
equivalentes de parC25, 27. 
Resistencia plasmídica a quinolonas 
Más recientemente se han descrito marcadores de resistencia a quinolonas de 
localización plasmídica denominados en conjunto PMQR (del inglés Plasmid, 
Mediated Quinolone Resistance). En este grupo se encuentran las proteínas 
Qnr (A, B, C, D y S), la variante enzimática de la 
aminoglucósidoacetiltransferasa Aac(6')-Ib-cr y las bombas de eflujo QepA y 
OqxAB26. 
Por sí mismos estos mecanismos no son suficientes para conferir altos niveles 
de resistencia a quinolonas, pero pueden complementar los niveles resistencia 
conferidos por las mutaciones en las topoisomerasas. También, la presencia de 
dichos marcadores plasmídicos podría facilitar la selección de mutantes 
cromosómicas a concentraciones de quinolonas que en otros microorganismos  
resultarían letales.  
Existen conceptos como “concentración de prevención de mutantes” (MPC) y 
“ventana de selección de mutantes” que derivan de estudios in vitro de 
selección de mutantes resistentes a una quinolona determinada, al tratar un 
patógeno con concentraciones crecientes de dicha molécula. Si durante el 
tratamiento clínico con un compuesto de esta familia no se alcanza en el sitio 
de infección una dosis elevada y constante en el tiempo, se incrementa el 
riesgo de selección de mutantes resistentes28. 
Proteínas Qnr 
Estas proteínas pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos y protegen 
a la enzima ADN girasa y topoisomerasa IV de la inhibición mediada por las 
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quinolonas. Se unen a las topoisomerasas alterando la conformación del 
bolsillo de unión a la droga, es decir, las quinolonas reconocen la enzima 
blanco de manera menos eficiente. Confieren bajo nivel de resistencia, 
incrementando las CIM de ácido nalidíxico 2 a 8 veces y de ciprofloxacina 8 a 
32 veces. 
QnrA1 fue descripta en 1998 por Martínez-Martínez et al., en un aislamiento de 
Klebsiella pneumoniae recuperado de una muestra de orina. Posteriormente, 
en China se identificó en Klebsiella oxytoca. QnrA2, que difiere en 4 
aminoácidos, además de otras variantes como QnrA3, QnrA4 y QnrA529. QnrS 
fue reportada  en octubre de 2003, en una cepa de Shigella flexneri que causó 
un brote de enterocolitis en Japón. Las proteínas QnrB son la más prevalentes 
en aislamientos clínicos. QnrB1 se identificó inicialmente en K. pneumoniae en 
India y tiene 39,5% de sus aminoácidos en común con QnrA30. QnrC se 
identificó por primera vez en Shanghai, China, en el año 2006 en Proteus 
mirabilis31, mientras que QnrD, fue descrita en el año 2009 en China, en 
Salmonella y presenta entre un 36-60% de diferencia con los otras proteínas 
Qnr32. La mayoría de los qnr se encontraron en especies de los géneros de 
Proteus o Providencia, por lo que se cree que se han originado en la tribu 
Proteae33.  
Enzima Aac(6’)-Ib-cr (aminoglucósidoacetiltransferasa) 
La presencia de la enzima Aac(6’)-Ib confiere resistencia a antibióticos 
aminoglucosídicos como tobramicina, amicacina y kanamicina. Sin embargo,  
en 2006 se describió una variante de dicha enzima, denominada Aac(6´)-lb-cr. 
Esta variante posee dos cambios de aminoácidos en Trp102Arg y Asp179Tyr y 
es capaz de conferir resistencia a fluoroquinolonas como ciprofloxacina y 
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norfloxacina, a través de la N-acetilación del anillo piperacilínico no sustituido  
presente únicamente en dichos compuestos. Esta variante conserva su 
capacidad de modificar aminoglucósidos a la vez que incrementa 
moderadamente la CIM de ciprofloxacina y norfloxacina de 3 a 4 veces29. 
Bomba de eflujo QepA 
En 2002 se descubrió en gen codificante de la bomba de eflujo qepA (qepA1) 
localizado en un plásmido (pHPA) en E. coli recuperada de una muestra de 
orina, en Japón. Este plásmido conlleva  múltiples marcadores de resistencia a 
antibióticos, como aminoglucósidos, fluoroquinolonas y β-lactámicos. QepA2 
difiere de QepA1 en dos sustituciones de aminoácidos30. Los genes qepA 
codifican para una proteína de 511 aminoácidos con 14 segmentos 
transmembrana, cuya presencia disminuye la concentración intracelular de 
fluoroquinolonas hidrofílicas (ác. nalidíxico, ciprofloxacina y norfloxacina) en 2-, 
32-, y 64-veces, respectivamente26. 
Bomba de eflujo OqxAB 
Es codificada por los genes oqxA y oqxB, los cuales se encuentran en el mismo 
operón. El gen oqxA codifica para una proteína putativa de 291 aminoácidos y 
oqxB codifica para una proteína putativa de 1050 aminoácidos.  Ambos genes 
fueron encontrados en un plásmido conjugativo (pOLA52),  presente en E. coli 
aisladas de cerdos. Esta bomba confiere resistencia a olaquindox (OQX), 
antibiótico que se usa en agricultura como promotor de crecimiento animal. A 
su vez, los genes oqxA y oqxB se encuentran  en el cromosoma de K. 
pneumoniae con diferentes grados de expresión correlacionando con las 





El Departamento de Cochabamba se encuentra en el corazón de Bolivia, es 
esencialmente montañoso, pues está atravesado por el ramal oriental de la 
Cordillera de Los Andes y tiene una extensión de 55.631 kilómetros cuadrados 
Posee un clima seco y templado. Las temperaturas no sobrepasan los 30°C en 
verano y presenta una amplia diversidad de producción agropecuaria. El 
Departamento de Cochabamba está dividido en 16 provincias y 201 cantones, 
siendo su capital la provincia Cercado. 
La ciudad de Cercado está ubicada a los 17° 23’ de latitud sur y 66° 09’ de 
longitud oeste del meridiano de Greenwich y se encuentra a 2571 m.s.n.m. 
Según el censo del Instituto Nacional de Estadística (http://www.ine.gob.bo/),  
del 2012, el Departamento de Cochabamba tiene una población de 1.758.143 
habitantes, donde Cercado concentra a 630.587 habitantes. 
En el departamento de Cochabamba, al igual que en el resto del país, los 
antibióticos son ampliamente utilizados y la mayoría de las farmacias expenden 
cualquier antibiótico sin receta contribuyendo a los altos niveles de resistencia 
a los antimicrobianos, entre ellos los β-lactámicos y las quinolonas, 
constituyendo un problema de salud importante. 
Existen pocos artículos que analicen los mecanismos de resistencia a β-
lactámicos y quinolonas en Bolivia. En el año 2007, Pallechi et al.; demostraron 
la existencia de genes blaCTX-M grupo 2 en mayor proporción y en menor 
proporción blaCTX-M grupo 1 (blaCTX-M-15), en aislamientos recuperados de heces 
de niños sanos con bajos recursos, en poblaciones de baja actividad 
antropogénica, en los departamentos de Santa Cruz de la Sierra y Tarija (ver 
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figura #4). En el mismo estudio también demostraron la presencia del gen 
codificante de la variante de la enzima Aac(6’)-Ib-cr34.  
Figura #4 
Distribución de enzimas de tipo CTX-M en Perú y Bolivia 
 
              Fuente: Pallecchi, 2007. 
En otro artículo presentado por el mismo grupo de 
trabajo en 2009, demostraron la presencia de 
genes PMQR: qnrB (B2, B10, B19) y QnrS (S1)35.  
El último artículo publicado sobre  resistencia a 
fluoroquinolonas fue realizado por  Bartoloni et al. 
en abril del 201336, también del Chaco boliviano en 
aislamientos provenientes de materia fecal de 
personas sanas, donde, detectaron genes  blaCTX-M 
grupo 1, grupo 2, grupo 9, grupo 8, grupo 2, también de manera conjunta genes 
blaCTX-M grupo 1 y  grupo 9; los genes PMQR: qepA, qnrB y aac(6’)-Ib-cr.  
A diferencia de los estudios previos que se realizaron en individuos sanos y en 
áreas urbanas pequeñas del chaco boliviano (Ver figura #5); en el presente 
trabajo se analizaron aislamientos de enterobacterias provenientes de 
pacientes con infecciones hospitalarias o ambulatorias de la Ciudad de 
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Cercado, en la cual no se han realizado previamente estudios en este sentido, 
a pesar de ser la tercera ciudad más importante de Bolivia. 
 
Formulación del problema 
El uso indiscriminado o el mal uso de antibióticos, en especial de β-lactámicos 
y quinolonas, contribuye a la selección de microorganismos resistentes, 
disminuyendo el éxito de los tratamientos empíricos y en consecuencia, mayor 
morbilidad. 
Es fundamental conocer los niveles de resistencia a dichos antibióticos en la 
población estudiada para así estar alerta sobre cambios en el patrón de 
sensibilidad. Así como realizar estudios sobre los determinantes de resistencia 
para conocer la epidemiología regional de dichos mecanismos en 
enterobacterias causantes de  infecciones no solo hospitalarias sino también 
ambulatorias. 
Dada la escases de información al respecto, resulta necesario llevar a cabo 
estudios que permitan detectar y determinar la frecuencia de  marcadores de 
resistencia a antibióticos en aislamientos bacterianos recuperados de la 
población de la ciudad de Cercado-Cochabamba. Estos estudios permitirán 
conocer la situación epidemiológica actual y contribuir a establecer tratamientos 
empíricos adecuados y protocolos de uso prudente de antibióticos que 
conlleven a  controlar la selección de  resistencias.  
El presente trabajo tiene por finalidad la búsqueda de genes de resistencia, en 
general de localización plasmídica, en aislamientos de enterobacterias 
provenientes de pacientes con infecciones hospitalarias o ambulatorias de la 





Caracterizar los determinantes de resistencia a antibióticos β-lactámicos y 
quinolonas mediados por plásmidos, en enterobacterias que presentan 
resistencia a cefotaxima y/o ceftazidima, recuperadas durante el periodo 




 Detectar la presencia de las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
y caracterizar los genes codificantes de las mismas.  
 Evaluar la capacidad de los actuales puntos de corte de resistencia para 
cefalosporinas de espectro extendido en la detección de aislamientos 
portadores de BLEE.  
 Identificar la presencia de genes que codifican para resistencia a 
quinolonas de codificación plasmídica. 
 Evaluar la posible asociación entre los marcadores de resistencia 
mencionados. 
 Tipificar los aislamientos portadores de determinados marcadores de 
resistencia.  
 Comparar resultados obtenidos en este estudio respecto a otras 




















Aislamientos bacterianos  
Se incluyeron en el estudio aislamientos de enterobacterias resistentes a 
cefalosporinas de tercera generación recuperados de pacientes con 
infecciones, en cinco centros de salud: Laboratorio Clínico “Central”, Caja 
Nacional de Salud (Hospital Obrero #2), Hospital Privado “Boliviano-Belga”, 
Hospital Pediátrico “Albina R. de Patiño” y el Hospital Materno Infantil “Germán 
Urquidi” de la Ciudad de Cercado (Cochabamba-Bolivia), entre diciembre del 
2012 y marzo del 2013. Los aislamientos fueron conservados en caldo BHI con 
glicerol al 10% y se procedió a la autorización del ingreso de estos aislamientos 
a Argentina, mediante el SENASA (Ver anexo #1). 
 
Criterios de inclusión  
Se incluyeron en este estudio todas las enterobacterias resistentes a 
cefotaxima y/o ceftazidima aisladas en los 5 centros de salud participantes, en 
el período mencionado, independientemente del tipo de paciente (ambulatorio o 
internado) y tipo muestra (orina, sangre, secreción, etc.). Solo se estudió un 
aislamiento por paciente. 
 
Enfoque y tipo de investigación 
El diseño de la investigación es prospectivo, observacional de tipo descriptivo y 
transversal, el enfoque de la investigación sigue una aproximación cuantitativa. 
 
Identificación de enterobacterias 
Las muestras fueron sembradas en placas de agar EMB (Eosina azul de 
metileno), incubadas a 37°C por 24 horas y se realizó la identificación 
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bacteriana por pruebas bioquímicas, entre ellas: Agar Hierro Triple Azúcar 
(TSI), Movilidad Indol Ornitina (MIO), Citrato, Urea, Agar Hierro Lisina (LIA) y 
prueba de la oxidasa. 
 
Ensayos microbiológicos  
Se determinó la sensibilidad a antimicrobianos, por ensayos de difusión con 
discos (antibiograma) y de dilución en agar (determinación de la concentración 
mínima inhibitoria (CIM) en medio sólido). Se investigó fenotípicamente la 
presencia de BLEE por ensayos de difusión con discos. Todos estos ensayos 
se realizaron según los lineamientos del CLSI (Clinical and Laboratory 
Standards Institute)37 y para la interpretación de los resultados se contemplaron 
las recomendaciones de la Subcomisión de Antimicrobianos SADEBAC, 
AAM38. 
Se emplearon los siguientes discos comerciales (Britania, Argentina): 
cefotaxima (CTX, 30 µg), ceftazidima (CAZ, 30 µg), cefotaxima/ ácido 
clavulánico (CTX, 30 µg/CLA, 10 µg), ceftazidima/ ác. clavulánico (CAZ, 30 
µg/CLA, 10 µg), cefepime (FEP, 30 µg), cefoxitina (FOX, 30 µg), amicacina 
(AMK, 30 µg), kanamicina (K, 30 µg), gentamicina (GEN, 10 µg), levofloxacina 
(LVX, 5 µg), ciprofloxacina (CIP, 5 µg) y ácido nalidíxico (NAL, 30 µg).  
Para la determinación de la CIM se utilizaron los β-lactámicos (Lab. Klonal, 
Argentina): CTX, CAZ, FEP y las quinolonas (Lab. Phada-Farma, Argentina): 







Obtención de  ADN total  
Se realizó la extracción de ADN total por ruptura térmica. Para ello, en un tubo 
eppendorf conteniendo 200 μl de agua desionizada, se resuspendieron  
colonias bacterianas y posteriormente se llevaron a ebullición durante 10 
minutos. Luego de centrifugar se conservó el sobrenadante, donde se 
encuentra el ADN bacteriano. 
Extracción de ADN plasmídico 
Se realizó la extracción de plásmidos mediante la técnica de lisis alcalina39, que 
utiliza SDS para desnaturalizar proteínas, NaOH para desnaturalizar ADN 
cromosomal y plasmídico, acetato de potasio o amonio 2M que favorece la 
renaturalización del ADN plasmídico y por último etanol al 95% para la 
precipitación y recuperación de éste. 
 
Detección de genes codificantes de β-lactamasas y de resistencia a 
quinolonas de localización plasmídica 
Se investigó la presencia de genes codificantes de distintos tipos de BLEE 
blaSHV, blaCTX-M-grupo-1, blaCTX-M-grupo-2, blaCTX-M-grupo-8, blaCTX-M-grupo-9, blaCTX-M-grupo-
25, blaOXA-1, blaOXA-2, blaOXA-10, blaOXA-48, blaPER-2, blapAMPc, blaKPC, blaGES. 
Por otro lado, se investigó la presencia de genes PMQR: qepA, oqxAB, aac(6’)-
Ib-cr, qnr (A,B,C,D,S) 
La detección de los genes se llevó a cabo mediante la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) empleando oligonucleótidos específicos y controles 
positivos para cada reacción, previamente caracterizados en el laboratorio. Se 
realizó PCR multiplex para blapAMPc
21 y para los demás genes, PCR simples, las 
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respectivas condiciones de reacción y la secuencia de oligonucleótidos 
empleados se muestran en las tablas #2 y #3. 
Tabla #2: Oligonucleótidos y condiciones utilizados para la amplificación 
de los distintos genes codificantes de β-lactamasas. 
Gen Nombre del 
oligonucleóti
do 



















Desnaturalización 95 5 min 




Hibridación 55 1 min 
Polimerización 72 1 min 









Desnaturalización 95 5 min 




Hibridación 55 1 min 
Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 94 5 min 
Desnaturalización 94 1 min 




Polimerización 72 1 min 











Desnaturalización 94 5 min 
Desnaturalización 94 1 min 




Polimerización 72 1 min 













Desnaturalización 94 5 min 
Desnaturalización 94 1 min 




Polimerización 72 1 min 
Extensión final 













Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 












Desnaturalización 95 5 min  
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 









Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 





Polimerización 72 1 min 










































































































































Tabla #3 Oligonucleótidos y condiciones utilizados para la amplificación 


























Desnaturalización 97 10 min 




Hibridación 63 45 seg 
Polimerización 72 45 seg 








Desnaturalización 95 5 min 




Hibridación 58 45 seg 
Polimerización 72 45 seg 









Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 45 seg 




Polimerización 72 45 seg 










Desnaturalización 94 10 min 
Desnaturalización 94 45 seg 




Polimerización 72 45 seg 









Desnaturalización 95 10 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 









Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 1 min 




Polimerización 72 1 min 










Desnaturalización 94 5 min 
Desnaturalización 94 45 seg 
Hibridación 50 45 seg 
qnrCR CACCTACCCATTTATTTTCA 
Polimerización 72 45 seg 










Desnaturalización 95 5 min 
Desnaturalización 95 45 seg 




Polimerización 72 45 seg 










Desnaturalización 94 5 min 
Desnaturalización 94 1 min 




Polimerización 72 1 min 





En la Tabla #4 se muestran las mezclas de reacción utilizadas para 
amplificación de genes codificantes de β-lactamasas y genes PMQR. 
Tabla #4 






Ensayos de tipificación bacteriana  
La tipificación de los microorganismos se realizó por la técnica de REP-PCR 
(Repetitive Extragenic Palindromic elements-PCR) que utiliza cebadores que 
hibridan en los elementos genéticos palindrómicos repetidos que se encuentran 
distribuidos a lo largo del cromosoma bacteriano40. 
También se identificó el grupo filogenético de los aislamientos de E. coli41 por 
PCR multiplex. Para ambas determinaciones se utilizaron los cebadores y 
condiciones que se muestran en las tablas #5 y #6, respectivamente. 
Tabla #5 Oligonucleótidos y condiciones utilizados para la amplificación 
de elementos genéticos palindrómicos (REP) 















Desnaturalización 94 2 min 





Hibridación 50 1 min 
Polimerización 72 4 min 
Extensión final 72 7 min 
 
Mezcla de reacción Volumen µl 
DNA 1 
Buffer taq 10x 2-2,5 
Cl2Mg(25 mM) 2-3 
PF (10uM) 2,5 
PR (10uM) 2,5 
dNTPs(10uM) 1-1,25 
H20 miliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA pol (5U/ul) 0,2 
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Tabla #6 Oligonucleótidos y condiciones utilizadas para la amplificación 
de los grupos filogenéticos de E. coli 
 
ChuA: gen requerido para el transporte de Hemo en E. 
colienterohemorrágicaO157:H7, yjaA: es un gen recientemente identificado en 
el genoma completo de  E. coli K-12, su función es desconocida, TSPE4.C2: un 
fragmento de DNA anónimo de una librería sustractiva41 
Los resultados se interpretan la siguiente manera: 
Grupo A Sin banda o yjaA positivo 
Grupo B1 TSPE positivo 
Grupo D ChuA positivo o ChuA+TSPE positivo 
Grupo B2 ChuA + yjaA positivo o ChuA + yjaA +TSPE positivo 
Los aislamientos del grupo A y B1, son considerados comensales; los del grupo 
B2 son virulentas extraintestinales y los del grupo D son virulentos menos 
extendidos, que promueven funciones patógenas como adherencia, evasión de 
defensa, adquisición de hierro e invasión celular41. 
 
En la Tabla #7 se muestran las mezclas de reacción utilizadas para 
determinación de grupos filogenéticos y para la tipificación por REP-PCR 
 
Nombre  del 
oligonucleótido 











Desnaturalización 95 5 min 
ChuAR TGCCGCCAGTACCAAAGACA Desnaturalización 95 45 seg 
YJAF TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 
211 
Hibridación 58 45 seg 





72 10 min 
TSPER CGCGCCAACAAAGTATTACG 















Mezcla de reacción Volumen µl 
DNA 5 
Buffer taq 10x 0.5 
Cl2Mg(25 mM) 5 
P1(10 pmol/ul) 3 
P2 (10 pmol/ul) 3 
dNTPs(10uM) 3 
H20 miliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA pol (5U/ul) 0,2 
 
En todas las reacciones se empleó la Taq del laboratorio Fermentas, con su 
respectivo buffer y los oligonucleótidos fueron sintetizados por Invitrogen. 
 
Ensayo de digestión de fragmentos amplificados por PCR: RFLP-PCR 
Digestión del gen codificante de la enzima Aac(6’)-Ib 
Se seleccionó a la enzima de restricción BseGI para realizar un ensayo de  
RFLP-PCR que permitiera diferenciar entre los genes codificantes de la enzima 
Aac(6’)-Ib y de la variante Aac(6’)-Ib-cr42. El amplicón obtenido para los genes 
Mezcla de reacción Volumen µl 
DNA 3 
Buffer taq KCL 10x 2,5 
Cl2Mg(25 mM) 2 
Primer ChuAF 1,13 
Primer ChuAR 1,13 
Primer YJAF 1,13 
Primer YJAR 1,13 
Primer TSPEF 1,13 
Primer TSPER 1,13 
dNTPs(10uM) 1 
H20 miliQ estéril c.s.p 25 
Taq DNA pol (5U/ul) 0,25 
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aac(6’)-Ib y aac(6’)-Ib-cr es de 477 pb. La enzima BseGI es capaz de cortar el 
amplicón obtenido para el gen aac(6’)-Ib pero no el de su variante, 
obteniéndose dos fragmentos: uno de 182 pb y otro de 295 pb.  
Digestión del gen codificante de la proteína QepA 
Para confirmar la presencia del gen qepA se llevó a cabo una reacción de 
RFLP-PCR empleando la enzima NcoI la cual es capaz de digerir el amplicón 
de 502 pb obtenido para dicho gen, en tres fragmentos de 296, 165 y 41 pb. 
En la Tabla # 8 se muestran las mezclas de reacción y el tiempo de digestión. 
Tabla #8 Digestión del gen codificante de la enzima Aac(6’)-Ib con la 
enzima de restricción. 
Mezcla de reacción Volumen µl 
Buffer Tango 2 
Agua estéril 18 
BseGI 2 
Producto de PCR 10 
Incubar 3 horas a 55°C 
Digestión del gen codificante de la bomba de eflujo qepA 
Mezcla de reacción Volumen µl 
Buffer Tango 10X 2 
Agua estéril 18 
NcoI 2 
Producto de PCR 10 
Incubar 3 horas a 37°C 
 
Visualización de los productos de PCR 
Para todas las reacciones de amplificación previamente mencionadas, los  
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (0,8-2%) 
conteniendo una concentración de bromuro de etidio 0,5 mg/l. y utilizando 
marcadores de peso molecular comerciales. Las corridas electroforéticas se 
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realizaron a 90 V por 30 minutos en buffer TAE a excepción de la resolución de 
productos de amplificación de REP-PCR cuya corrida electroforética se realizó  
con buffer TBE por 3 horas y a 60V. La visualización de bandas se realizó con 
luz UV.  
 
Secuenciación y análisis bioinformático 
Los amplicones obtenidos se purificaron empleando equipos comerciales y  
fueron enviados a MACROGEN (Korea) para su secuenciación. Posteriormente 
las secuencias fueron analizadas empleando herramientas bioinformáticas 
como NCBI-Blast, Clustal Vector, Bioedit, Chromas, Mega 5.2.2 y para el 
análisis de REP-PCR se utilizó el programa Treecon. 
 
Análisis estadístico 







































Datos epidemiológicos de los aislamientos bacterianos y ensayos 
microbiológicos. 
En el periodo estudiado se recolectaron un total de 101 enterobacterias 
productoras de BLEE, mediante el ensayo confirmatorio recomendado por CLSI 
(Figura #6), en los 5 centros de salud mencionados anteriormente, de la ciudad 
de Cercado-Cochabamba. Para las especies C. freundii, E. cloacae y M. 
morganii (productoras de enzimas de tipo AmpC inducible, no incluidos en los 
criterios de interpretación del CLSI) se realizó el mismo ensayo empleando 
discos de FEP y FEP/CLA. Esto se debe a que el CLA es buen inductor de las 
enzimas de tipo AmpC y éstas a su vez, son capaces de hidrolizar a las 
oxiiminocefalosporinas pero no a FEP.  
Los aislamientos correspondieron a  E. coli (87), K. pneumoniae (11), 
Citrobacter freundii (1), Morganella morganii (1) y Enterobacter cloacae (1).  
Figura #6 
Detección fenotípica de BLEE 
 
Cuando la diferencia de halos entre CAZ y CAZ/CLA, CTX y CTX/CLA es 
mayor o igual a 5 mm para al menos una de las cefalosporinas ensayadas, se 
considera que la bacteria es productora de una BLEE.  
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Para las especies C. freundii, E. cloacae y M. morganii (productoras de 
enzimas de tipo AmpC inducible, no incluidos en los criterios de interpretación 
del CLSI) se realizó el mismo ensayo empleando discos de FEP y FEP/CLA. 
Esto se debe a que el CLA es buen inductor de las enzimas de tipo AmpC y 
éstas a su vez, son capaces de hidrolizar a las oxiiminocefalosporinas pero no 
a FEP.  
En las siguientes tablas (#9 y #10) y gráficos (#1 y #2) se muestran algunos 
datos epidemiológicos de los aislamientos productores de BLEE.  
  
Tabla #9 
Distribución de las 101 enterobacterias productoras de BLEE según 
centro de salud. 
Centro de salud Enterobacterias (n) 
Laboratorio Clínico Central 29 
Caja Nacional de Salud (Hospital Obrero #2) 30 
Hospital Privado Boliviano-Belga 26 
Hospital Pediátrico Albina R. de Patiño. 7 











Distribución de los 101 pacientes según sexo. 
 
SEXO Frecuencia Porcentaje (%) 
Femenino 72 71,28 
Masculino 29 28.72 
Total 101 100 
 
Gráfico #1 
Distribución de las 101 enterobacterias productoras de BLEE según el 






Los aislamientos de E. coli fueron recuperados  en todas las muestras clínicas, 
mientras que los de K. pneumoniae fueron  recuperados  en muestras de orina, 
secreciones traqueales, de herida y sangre. M. morganii y E. cloacae se 
aislaron de muestras de orina, y C. freundii de una secreción de herida.  
Tabla #11 
Frecuencia de aislamientos de bacterias productoras de BLEE según 
especie. 
Especie  Frecuencia Porcentaje (%) 
E. coli 87 86,14 
K. pneumoniae 11 10,89 
C. freundii 1 0,99 
E. cloacae 1 0,99 
M. morganii 1 0,99 
Total 101 100 
 
Gráfico #2 
Distribución de las 101 enterobacterias productoras de BLEE según 










Sensibilidad a antibióticos 
En el gráfico #3 se observan los resultados de los ensayos de sensibilidad a 
antibióticos por difusión en medio sólido para las enterobacterias incluidas en el 
estudio.  
Gráfico #3  
Sensibilidad a antibióticos de la población analizada. 
 
CLSI 2014 
Todos los aislamientos fueron resistentes a CTX, mientras que el 10.8 % 
presentó sensibilidad a CAZ y más del 90% a FOX. Aproximadamente el 90 % 
de los aislamientos fueron resistentes a las quinolonas ensayadas. La mayoría 
de los aislamientos mostraron resistencia a GEN, sensibilidad a AMK y en 
menor medida a K. 
En el gráfico #4 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de 




















Distribución de CIMs de las cefalosporinas en la población estudiada. 
 
Gráfico #5 

































Gráfico #6  
Distribución de CIMs de ciprofloxacina en la población estudiada. 
 
CLSI 2014 
Todos los aislamientos fueron resistentes a CTX (valores de CIM entre >128 – 
4 μg/ml). El  62,7%  de los aislamientos fueron resistentes a CAZ y el 11,9% 
resultaron  sensibles. Estos resultados fueron concordantes con los ensayos 
por difusión para CAZ, excepto por un aislamientos que por difusión resultó 
intermedio mientras que por ensayo por dilución resultó sensible. El 35,6% y el 
54,45% de los aislamientos fueron resistentes e intermedios para FEP, 
respectivamente, y solo unos pocos fueron sensibles (9,9%) a esta droga. 
Estos resultados mostraron variación  entre los ensayos por difusión y dilución.  
Se observó un alto porcentaje de resistencia a NAL (95%) al igual que a CIP 

















Detección genotípica de marcadores de resistencia 
A continuación se muestran los resultados de las reacciones de amplificación 
por PCR para genes codificantes de los distintos grupos de enzimas de tipo 
CTX-M (gráfico #7). Las figuras #7, #8 y #9 ejemplifican los resultados 
obtenidos en las distintas reacciones. 
Figura #7 
Amplificación de blaCTX-M-grupo-1 
 
 
                                                                                                         900 pb. 
 
 
Figura #7: calle 1: aislamiento #2 (E. coli), calle 2: aislamiento #12 (K. 
pneumoniae), calle 3: aislamiento #18 (E. coli), calle 4: aislamiento #67 (E. 
coli), calle 5 y 6: controles positivo y negativo para blaCTX-M-grupo-1, 
respectivamente.  
En 90 de los aislamientos ensayados se obtuvieron resultados positivos para 
blaCTX-M-grupo-1. 
Se secuenciaron algunos de los productos amplificados, correspondiendo en 
todos  los casos a blaCTX-M-15, cuya  secuencia nucleotídica se muestra a 


















Amplificación de blaCTX-M-grupo-2 
 
 
                             902 pb. 
 
  
Figura #8: Calle 1: aislamiento #72 (M. morganii), calle 2: aislamiento #76 (E. 
coli), calle 3: aislamiento #94 (C. freundii), calle 4 y 5: control positivo y control 
negativo para blaCTX-M-grupo-2, respectivamente. 















Figura #9: Calle 1: aislamiento 99 (E. coli), calle 2: aislamiento #6 (E. coli), calle 
3: aislamiento #25 (E. coli), calle 4: control positivo, calle 5: control negativo 
para blaCTX-M-grupo-9. 
En 11 aislamientos se obtuvieron resultados positivos para blaCTX-M-grupo-9. Se 
secuenciaron algunos de los productos amplificados, correspondiendo  en 
todos los casos a blaCTX-M-14, cuya secuencia nucleotídica se muestra a 
continuación (tabla #13) 
En un aislamiento se detectó la presencia conjunta de blaCTX-M-grupo-9 y blaCTX-M-
grupo-1. 
Tabla #13 










No se obtuvieron resultados positivos para los grupos  blaCTX-M-8 y blaCTX-M-25 en 
los aislamientos analizados. 
Gráfico #7 














A continuación se muestra la distribución de enzimas de tipo CTX-M en las 






Distribución de enzimas de tipo CTX-M en las diferentes especies 
estudiadas. 
CTX-M 
Especie bacteriana  
Total 




 Grupo 1 0 1 78 9 1 89 
Grupo 1 y 9 0 0 0 1 0 1 
Grupo 2 1 0 0 0 0 1 
Grupo 9 0 0 9 1 0 10 
Total 1 1 87 11 1 101 
 
En el siguiente gráfico se muestran los patrones de sensibilidad a CAZ de los 
distintos aislamientos productores de enzimas de tipo CTX-M de diferentes 
grupos. 
Gráfico #8 
Patrón de sensibilidad a ceftazidima en las distintas enterobacterias 















Se observa que existe un alto número de aislamientos (8/10), todos ellos E. 
coli, productores de CTX-M-grupo-9 que resultan sensibles a CAZ según los 
puntos de corte del CLSI. En cambio, solo 3/89 aislamientos (2 E. coli y 1 M. 
morganii) portadores de CTX-M-grupo-1 fueron sensibles a CAZ. Con lo cual se 
puede inferir que los puntos de corte de CAZ no son capaces de categorizar 
como resistentes a todos los microorganismos productores de enzimas de tipo 
CTX-M del grupo 9.   
Para confirmar esta hipótesis se buscó el valor p, comparando los resultados 
de CTX-M-grupo-1y CTX-M-grupo-9 
Comparación de Proporciones: 
Ho: Las proporciones de casos sensibles en las muestras son iguales. 
H1: Las proporciones de casos sensibles en las muestras son distintas. 
Prueba de IC para dos proporciones  
Muestra  X   N  Muestra p 
1        8  10   0,800000 
2        3  89   0,033708 
Diferencia = p (1) - p (2) 
Estimado de la diferencia: 0,766292 
IC de 95% para la diferencia: (0,515555; 1) 
Prueba para la diferencia = 0 vs. no = 0:  Z = 5,99   
Valor P = 0,000 
Interpretación: Como el valor de P es menor a 0,05 de significación, las 
muestras presentan diferentes proporciones de casos que son sensibles, 
confirmando la hipótesis con un  nivel de confianza del 95%. 
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Por otro lado 71/101 aislamientos (71,28%) productores de BLEE dieron 
resultados positivos en la amplificación de blaoxa-1. Para confirmar este 
resultado, el producto amplificado fue secuenciado, mostrando un 100% de 
identidad con blaoxa-1 (tabla #15). Dicho gen se describió en E. coli, seguida de 
K. pneumoniae y C. freundii.  
En la siguiente figura se muestran algunos de los resultados obtenidos, 
mientras que en el gráfico #9 se muestra la distribución de estos aislamientos 
respecto al grupo de enzimas CTX-M presentes en los mismos.  
Figura #10 
Amplificación de genes que codifican para blaoxa-1 por PCR. 
 
 
         
 
              720 pb. 
 
 
Figura #10: Calle 1-11 (aislamiento #24, #34, #37, #38, #40, #42, #44, #45, 
#50, #51, #57) (Todas E. coli); calle 12 control positivo; calle 13 control 
negativo para blaoxa-1 
Tabla #15  











Estos resultados permiten inferir que blaoxa-1 no está ligado a aislamientos 







Además se evaluó la resistencia a FOX en las enterobacterias productoras de 
CTX-M (tabla #16).  
Tabla #16 
 
C. freundii y E. cloacae fueron resistentes a FOX mientras que M. morganii 
presentó sensibilidad intermedia debido a la expresión de su AmpC 
cromosómica inducible. Cinco aislamientos (E. coli) presentaron sensibilidad 
intermedia a dicha droga. E. coli carece de ampR, siendo la expresión de la 
enzima AmpC  no inducible. La resistencia a FOX puede deberse a altos 
niveles de expresión constitutiva de AmpC o bien a disminución de la 
permeabilidad a la droga. Las mutantes hiperproductoras, pueden surgir por  
mutaciones en regiones promotoras o atenuadoras de ampC. También la 
adquisición de enzimas de tipo AmpC de codificación plasmídica pueden ser 
responsables de la sensibilidad disminuida a FOX, sin embargo, no se 
encontraron dichos genes en los aislamientos de E. coli estudiados. 
Se realizó también la amplificación de los genes codificantes blaOXA-2, blaOXA-10, 
blaOXA-48, blaKPC, blaPER-2 y blaGES, pero no se obtuvo producto de amplificación 
para ninguna de las 101 enterobacterias incluidas en el estudio. 
La  amplificación de blaSHV por PCR, fue sólo positiva para K. pneumoniae dado 
que este gen se encuentra de manera ubicua en su genoma. 
Enterobacteria 
Cefoxitina 
Total Intermedio Resistente Sensible 
 C. freundii 0 1 0 1 
E. cloacae 0 1 0 1 
E. coli 5 0 82 87 
K. pneumoniae 0 0 11 11 
M. morganii 1 0 0 1 
Total 6 2 93 101 
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Determinación de los grupos filogenéticos de E. coli. 
Figura #11 
Amplificación de genes que codifican para grupos filogenéticos de E. coli 
por PCR multiplex. 
 
         
 
 
           279pb 
           211pb 
          152pb 
 
 
Figura #11: Calle 1: aislamiento #99 (E. coli) grupo D; calle 2: aislamiento #102 
(E. coli)  grupo D; calle 3: aislamiento #106 (E. coli) grupo D; calle 4: 
aislamiento #109 (E. coli) grupo B2; calle 5: aislamiento #34 (E. coli) grupo A; 
calle 6: aislamiento #3 (E. coli) grupo B2; calle 7: aislamiento #4 (E. coli) grupo 
B2; calle 8: aislamiento#13 (E. coli) grupo B2; calle 9: aislamiento #10 (E. coli) 
grupo A; calle 10 control negativo. 
Gráfico #10 










El gráfico #10 muestra una alta prevalencia de E. coli pertenecientes al grupo 
filogenético B2, al cual pertenecen la mayoría de las cepas virulentas 
extraintestinales, seguida por el grupo A que incluye a las cepas consideradas 
comensales y el grupo D, el cual incluye a virulentas menos frecuentes.  
A su vez, se analizó la distribución de enzimas de grupo de CTX-M respecto al 
grupo filogenético al cual pertenecía cada aislamiento de E. coli (gráfico #11)  
Gráfico #11   
Distribución de los diferentes grupos filogenéticos dentro de cada grupo 
de CTX-M en las 87 E. coli estudiadas. 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos se observa una evidente asociación del 
grupo filogenético B2 con los genes  blaCTX-M-grupo-1. Sin embargo,  los 
aislamientos que presentaron grupo filogenético A y D mostraron un patrón de 




Se analizó si existe asociación entre el grupo filogenético B2 y blaCTX-M-grupo-1 
determinando el valor p. 
Comparación de Proporciones: 
Ho: Las proporciones de casos de asociación en las muestras son iguales. 
H1: Las proporciones de casos de asociación en las muestras son distintas. 
Prueba e IC para dos proporciones  
Muestra   X   N  Muestra p 
1        57  78   0,730769 
2        21  78   0,269231 
Diferencia = p (1) - p (2) 
Estimado de la diferencia: 0,461538 
IC de 95% para la diferencia: (0,322329; 0,600748) 
Prueba para la diferencia = 0 vs. no = 0:  Z = 6,50   
Valor P = 0,000 
Interpretación: Como el valor de P es menor a 0,05 de significación, las 
muestras presentan diferentes proporciones de casos de asociación, 











Detección e identificación de genes PMQR 
En seis aislamientos de .E coli se obtuvo amplificación positiva para qepA. En 
la figura #12 se muestran algunos de los resultados. Para confirmar la identidad 
de los productos amplificados, los mismos fueron digeridos con la enzima de 
restricción NcoI, la cual fue previamente seleccionada empleando el programa 
WebCutter (figura #13). Por último se secuenciaron los 6 amplicones 
correspondientes a qepA, para identificar la variante alélica, la cual 
correspondió a qepA1 en todos los casos. 
Figura #12 





        
Figura #12: Calle 1: aislamiento #5 (E. coli), calle 2 aislamiento #81 (E. coli), 
calle 3: aislamiento #99 (E. coli), calle 4: aislamiento #50 (E. coli), calle 5: 
control positivo,  calle 6: control negativo para qepA. 
Figura #13 
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           165 pb. 
 




Figura #13: Calle 1: aislamiento #5 (E. coli), calle 2: aislamiento #9 (E. coli), 
calle 3: aislamiento #50 (E. coli),  calle 4: aislamiento #54 (E. coli), calle 5: 
aislamiento #55 (E. coli),  calle 6: aislamiento #66 (E. coli).  
Tabla #17 
Secuencia nucleotídica de los genes qepA1 
 
 
Se realizó la tipificación clonal de los aislamientos de E. coli portadores de 
qepA por métodos basados en PCR (REP-PCR) (figura #14). 
 
Figura #14 




Los aislamientos fueron agrupados en  3  “clusters”. Los 3 aislamientos 
pertenecientes al cluster q1 provienen de dos centros de salud distintos 
(Laboratorio Clínico “Central” (Clínica Copacabana) y del Hospital Obrero #2 
CNS): Dos fueron recuperados de muestras de orina  (de pacientes internado y 
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ambulatorio) y uno fue recuperado de secreción de oído (de un paciente 
internado). El cluster q2 comprende 2 aislamientos que provienen de  los 
mismos centros de salud mencionados anteriormente, de infecciones urinarias 
de pacientes ambulatorios. Por último el cluster q3 comprende un único 
aislamiento recuperado de una infección urinaria de un paciente de sexo 
masculino  internado en el  Hospital Obrero #2 de la Caja Nacional de Salud.  
Se llevó a cabo la búsqueda de oqxA y oqxB  por amplificación por PCR en 
todas las enterobacterias a excepción de K. pneumoniae, ya que se  postula la 
localización cromosomal de estos genes en esta especie. 
Figura #15 
Amplificación por PCR de genes oqxA y oqxB en enterobacterias 
resistentes a cefalosporinas de tercera generación 
oqxA         oqxB 
 
 
513 pb                                                                                                    513 pb 
393 pb                                393 pb 
 
Calle 1, aislamiento #65 (E. coli);             Calle 1, aislamiento #65 (E. coli); 
calle 2, aislamiento #66 (E. coli);              calle 2, aislamiento #66 (E. coli); 
calle 3, aislamiento #64 (E. coli);              calle 3, aislamiento #64 (E. coli);           
calle 4 control negativo para oqxA.          calle 4 control negativo para oqxB. 
 
Sólo en un aislamiento de E. coli se obtuvo resultado positivo para ambos 
genes. La secuenciación de estos amplicones permitió confirmar la identidad 
de oqxA y oqxB (tabla #18 y #19). Este aislamiento fue obtenido de una 
muestra de esputo de un paciente femenino de 61 años de edad, internado en 





Secuencia nucleotídica del gen oqxA 
 
Tabla #19 




Se investigó la presencia de los genes codificantes de la enzimas AAC(6’)-Ib y 
su variante AAC(6’)-Ib-cr. En la figura #16 se muestran algunos de los 








Amplificación por PCR de genes de aac(6’)-Ib en enterobacterias 









Figura #16: Calle 1: aislamiento #19 (E. coli), calle 2: aislamiento #20 (E. coli), 
calle 3: aislamiento #21 (E. coli), calle 4: aislamiento #24 (E. coli), calle 5: 
aislamiento #27 (K. pneumoniae), calle 6: aislamiento #25 (E. coli),  calle 7: 
aislamiento #37 (E. coli), calle 8: aislamiento #38 (E. coli), calle 9: aislamiento 
#40 (E. coli), calle 10: aislamiento #42 (E. coli), calle 11: aislamiento #44 (E. 
coli), calle 12: aislamiento #45 (K. pneumoniae), calle 13: aislamiento #48 (E. 
coli), calle 14: aislamiento #59 (E. coli), calle 15: control positivo, calle 16: 
control negativo para aac(6’)-Ib. 
La amplificación fue positiva en 87 aislamientos. Para diferenciar entre 
amplicones correspondientes a aac(6’)-Ib y aac(6’)-Ib-cr  se realizó una 
digestión con la enzima BseGI. Esta enzima es capaz de digerir aac(6’)-Ib pero 
no su variante. Si luego de la digestión se observa sólo una banda de 477 pb 
(tamaño del amplicón) corresponde al producto de amplificación de aac(6’)-Ib-
cr, mientras que si se observan dos productos  (productos de 182 pb y de 295 
pb.) corresponden a aac(6’)-Ib. De los 87 amplicones, 84 aislamientos  
correspondieron a la variante aac(6’)-Ib-cr. En la figura #17 se muestran 
algunos de los resultados obtenidos. Se secuenciaron 2 amplicones 
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representativos de aac(6’)-Ib y de aac(6’)-Ib-cr, para confirmar su identidad.  En 
la tabla #20 se muestran las secuencias nucleotídicas, las respectivas 
secuencias aminoacídicas y el cambio en los dos codones correspondientes a 
Trp102Arg y Asp179Tyr.  
Figura #17 
Digestión con la enzima BseGI de los amplicones de aac(6’)-Ib. 
 
 
                                                                                                                 477 pb. 
                 295 pb. 
     
                 182 pb.  
 
Figura #17: Calle 1: aislamiento #20 (E. coli), calle 2: aislamiento #21 (E. coli), 
calle 3: aislamiento #37 (E. coli), calle 4: aislamiento #38 (E. coli), calle 5: 
aislamiento #40 (E. coli), calle 6: aislamiento #42 (E. coli), calle 7: aislamiento 
#44 (E. coli), calle 8: aislamiento #45 (K. pneumoniae), calle 9: aislamiento #48 
(E. coli), calle 10: aislamiento #59 (E. coli), calle 11: aislamiento #25 (E. coli), 
calle 12: amplicón correspondiente a aac(6’)-Ib-cr. 
Tabla #20 








Se llevó a cabo la investigación de genes codificantes de proteínas Qnr en 
todas las enterobacterias incluidas en el estudio. Seis aislamientos amplificaron 
para qnrB, de los cuales, 4 correspondieron a E. coli, 1 a E. cloacae y 1 a K. 
pneumoniae. En la figura #18 se muestran algunos de los resultados obtenidos. 
No se obtuvo  amplificación para qnrA, S, C o D. 
Se secuenciaron los 6 genes pertenecientes a qnrB, los cuales correspondieron 
en 5 casos a qnrB1 (4 E. coli, 1 E. cloacae) y 1 correspondió a qnrB19 (K. 
pneumoniae). Las secuencias nucleotídicas se observan en la tabla #21 y tabla 
#22 respectivamente. 
Figura #18  
 





          264 pb 
 
 
Figura #18: Calle 1: aislamiento #57 (E. coli), calle 2: aislamiento #57 (E. coli), 
calle 3: aislamiento #91 (E. cloacae), calle 4: aislamiento #88 (E. coli), calle 5 














































El continuo incremento en los niveles de resistencia a antibióticos que se 
observa, a nivel mundial, en especial en microorganismos causantes de 
infecciones no ha dejado atrás a Bolivia, sin embargo, en este país no existen 
estudios que describan los marcadores genéticos responsables de la 
resistencia en enterobacterias provenientes de infecciones clínicas, solo se 
cuenta con estudios realizados en enterobacterias comensales. Este estudio 
contribuye a mostrar la situación epidemiológica en lo que respecta a la 
resistencia a los antibióticos de uso frecuente como son los β-lactámicos y 
quinolonas.  
Para la realización de este trabajo se incluyeron los todos los aislamientos 
resistentes a cefotaxima y/o ceftazidima recuperados de  5 centros de salud de 
la ciudad de Cochabamba-Bolivia, entre diciembre del 2012 y marzo del 2013.  
Las edades donde se presentaron con mayor frecuencia infecciones 
producidas por enterobacterias productoras de BLEE fueron entre 50 a 80 años 
y la mayoría de los aislamientos (84%) se recuperaron de muestras de orina 
(como es de esperar el 71% pertenecían a pacientes del sexo femenino), 
seguida en un 7% de secreciones de herida. 
La resistencia a cefalosporinas de tercera generación y quinolonas se observó  
no solo en el ambiente hospitalario, sino también en la comunidad, mostrando 
porcentajes similares. En estudios realizados en el país se ha observado que 
existe presión a la hora de recetar un antimicrobiano, para satisfacer la 
ansiedad de los pacientes y que la automedicación, favorecida por el hecho del 
expendio de antibióticos sin receta médica, es muy frecuente, por lo que lleva a 
un tratamiento inapropiado. En este sentido, la Sociedad Boliviana de Pediatría 
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solicitó al Ministerio de Salud una ley que obligue a las farmacias el expendio 
de antibióticos bajo receta médica, sin embargo aún no se han tomado 
medidas al respecto43. 
De las enterobacterias productoras de BLEE, la especie que se identificó en 
mayor proporción fue E. coli (86%): E. coli constituye la  enterobacteria más 
prevalente en infecciones urinarias en la ciudad. En un estudio realizado en el 
Hospital Viedma, entre el año 2008 y 2009, se vio que más del 60% de las 
infecciones urinarias eran producidas por E. coli44, lo cual concuerda con 
estudios realizados en otras partes del mundo45,46,47.  
Todas las enterobacterias incluidas en el estudio fueron resistentes a 
cefotaxima, lo cual es concordante con que todos los aislamientos fueron 
productores de  enzimas de tipo CTX-M, una BLEE considerada 
fundamentalmente una cefotaximasa48. En cambio, solo el 62,7% mostraron 
resistencia a ceftazidima según los actuales puntos de corte del CLSI37. Si se 
emplean los puntos de corte del EUCAST para 201449 el nivel de resistencia a 
para ceftazidima se incrementea  25,4% respecto del obtenido empleando los 
puntos de corte del CLSI. En Argentina, Brasil y Chile, donde se observa una 
alta prevalencia de estas enzimas, acreditan que el mal uso de ceftriaxona fue 
importante para promover la diseminación de cepas productoras. La ceftriaxona 
es de metabolización hepática e inhibe la flora del tracto gastrointestinal, por 
tanto, podría seleccionar a las cepas productoras de cefotaximasas50. Solo un 
8% de los aislamientos estudiados mostró sensibilidad a cefepime. Aun así, 
dado que su eficiencia es dependiente del inóculo y de la dosis, se recomienda 
utilizarlo en altas dosis en cuadros de sepsis graves46. 
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También es importante tener en cuenta la resistencia a quinolonas observada, 
debido a que es un antibiótico alternativo y también utilizado en tratamientos 
empíricos. Es frecuente observar enterobacterias resistentes a varias familias 
de antibióticos, dado que algunos elementos genéticos y plásmidos que llevan 
el gen blaCTX-M también son portadores de otros genes que codifican para  
AmpC β-lactamasas, carbapenemasas, PMQR, o metilasas que afectan 
aminoglucósidos. A su vez, la presencia de estos genes pueden dar ventaja a 
blaCTX-M para su persistencia mediada por el  proceso de co-selección
17. 
De las 101 enterobacterias productoras de BLEE, un 90%´fue resistente a 
ciprofloxacina, un 91% a ácido nalidíxico y 89% a levofloxacina.  Los  
aminoglucósidos como amicacina y kanamicina, fueron las drogas más activas 
presentando 2% y 15% de resistencia, respectivamente, mientras que la 
resistencia a gentamicina fue de 72%. 
En un reporte de la red Whonet del año 2009, se analizaron 6107 E. coli 
provenientes de infecciones comunitarias, 2904 E. coli y 1014 K. pneumoniae 
de origen hospitalario, de diferentes hospitales de Bolivia. En las figuras #19, 
#20 y #21, respectivamente se observa la resistencia en porcentaje a los 
distintos antibióticos. 
Figura #19 












Porcentajes de resistencia en K. pneumoniae provenientes de infecciones 
hospitalarias. 
 
AMP: ampicilina, CEP: cefalotina, GEN: gentamicina, SXT: sulfatrimetroprim, 
NIT: nitrofurantoína, NOR: norfloxacina, NAL: ác. Nalidíxico, CTX: cefotaxima, 
SAM: ampicilina + sulbactam, CAZ: ceftazidima, IMP: imipenem, CHL: 
cloranfenicol, CIP: ciprofloxacina, AMK: amicacina. 
 
En Latinoamérica se reportan valores de alrededor del 8% de E. coli y 40% de 
K. spp. productoras de BLEE50.  
Mediante amplificación por PCR se identificaron  distintos grupos de blaCTX-M 
con una marcada prevalencia (88,12%) de blaCTX-M-grupo-1, cuya secuencia 
correspondió a blaCTX-M-15. El resultado es concordante con el estudio realizado 
por Bartoloni et al, en Abril del 201336, en los niños del chaco boliviano, donde 
encontraron amplia prevalencia de blaCTX-M-grupo-1 en portadores sanos y 
también con estudios realizados en otros países de Sudamérica y del mundo51, 
52. El 8,91% de los aislamientos fueron portadores de blaCTX-M-grupo-9, cuya 
secuencia correspondió a blaCTX-M-14. También se encontró un aislamiento de C. 
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freundii portador de blaCTX-M-grupo-2  y una K. pneumoniae portadora de blaCTX-M-15 
y blaCTX-M-14.  
Al comparar el grupo de blaCTX-M presente respecto a la sensibilidad a 
ceftazidima según los puntos de corte actuales del CLSI, se observa que de los 
aislamientos portadores de blaCTX-M-grupo-1 3/89 resultaron sensibles a dicha 
droga, en cambio, de los de aislamientos portadores de blaCTX-M-grupo-9 8/10 
fueron sensibles. Claramente se observa que los aislamientos portadores de 
blaCTX-M-grupo-9 presentan mayor sensibilidad a ceftazidima (p>0,05), de igual 
manera se observan tomando los puntos de corte del EUCAST. En la 
actualidad, ambos Comités indican que empleando los puntos de corte 
actuales, basados en criterios farmacocinéticos y farmacodinámicos, los 
resultados de sensibilidad deben ser informados según los datos obtenidos 
para cada antibiótico, sin ser necesaria la detección y confirmación de BLEE, 
salvo con fines epidemiológicos. Por el contrario, la Subcomisión de 
Antimicrobianos de SADEBAC, de la Asociación Argentina de Microbiología 
continúa con la recomendación de realizar los ensayos confirmatorios de BLEE 
e informar como resistentes a todas las cefalosporinas de tercera generación a 
aquellas enterobacterias productoras de estas enzimas, hasta tanto se cuente 
con suficiente información clínica acerca de la eficacia de los nuevos puntos de 
corte.   
El 67% de las E. coli correspondieron al grupo filogenético B2, seguido de un 
17% del grupo A y un 16% del grupo D. Se observa asociación entre la 
presencia de blaCTX-M-grupo-1 y grupo filogenético B2 (p< 0,05), pero no así para 
blaCTX-M-grupo-9.  En un estudio realizado en Estados Unidos, se observa que los 
aislamientos de E. coli del ST131 productores de CTX-M-15 corresponden en 
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su mayoría al grupo filogenético B2, en cambio, los aislamientos productores 
de CTX-M-15 pero que no corresponden al ST131 se asocian a otros grupos 
filogenéticos como el A de manera predominante, seguida de los grupos D y 
B1, pero no el B2.53 
El 71% de las enterobacterias fueron portadoras del gen blaoxa-1. Según Coque 
et al en 2008, blaCTX-M-15 se asocia con blaoxa-1, en este sentido, en este trabajo 
pudimos observar que ninguno de los aislamientos portadores de blaCTX-M-grupo-9 
presentó blaoxa-1, a diferencia de blaCTX-M-grupo-1 y blaCTX-M-grupo-2 que sí 
presentaron blaoxa-1. El clon ST131 productor de CTX-M-15 es caracterizado por 
su multirresistencia y su co-producción con OXA-1.54 
Los aislamientos de E. coli productores de BLEE no resultan resistentes a 
cefoxitina, a menos que expresen concomitantemente otro mecanismo de 
resistencia como impermeabilidad, hiperproducción de su propia AmpC  o 
adquisición de genes codificantes de AmpC de localización plasmídica. En el 
presente estudio se descartó la presencia de genes codificantes de enzimas 
AmpC plasmídicas en los 5 E. coli que mostraron una sensibilidad intermedia a 
esta droga. Probablemente la sensibilidad disminuida a cefoxitina se deba a un 
aumento en la expresión de su propia AmpC, ya sea por duplicación del gen, 
por mutaciones en el promotor o atenuador de AmpC, o también por 
impermeabilidad por pérdida de expresión (parcial o total) de alguna porina.55 
Los determinantes de resistencia plasmídica a quinolonas (PMQR), en general, 
producen una disminución discreta de la sensibilidad a quinolonas, pero  su 
estudio es importante ya que pueden favorecen (incluso intratratamiento) la 
selección de mutaciones en las región cromosómica QRDR, de gyrA y parC las 
cuales determinan valores elevados de CIM a quinolonas y fluoroquinolonas.56  
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En el presente estudio se detectó la presencia de diferentes genes PMQR. Se 
observó la presencia del gen codificante de la bomba de eflujo QepA1 en 6 
cepas de E. coli las cuales portaban a su vez blaCTX-M-15 y pertenecían al grupo 
filogenético B2. Son escasos los reportes de este marcador de resistencia en 
Latinoamérica. Estudios previos realizados en Bolivia, sobre un total de 60 
aislamientos que presentaban sensibilidad reducida a cefalosporinas de amplio 
espectro, 5 fueron portadores de qepA y productores de CTX-M-15 y/o CTX-M-
1436. En otro estudio realizado en Argentina se encontró qepA1 en una E. coli 
ST6857 perteneciente al grupo filogenético B2. Por otro lado, en México en un 
estudio realizado en 112 enterobacterias productoras de BLEE, 4,5% de las E. 
coli presentaban simultáneamente los genes qepA y blaCTX-M-15
58. 
Respecto a la bomba de eflujo OqxAB, la cual resulta poco frecuente en 
enterobacterias distintas de K. pneumoniae, se identificó 1 aislamiento de E. 
coli portador de oqxAB (plasmídico). Este aislamiento presentó 
simultáneamente  blaCTX-M-grupo-1, blaOXA-1 y correspondió al grupo filogenético 
B2, siendo el primer reporte en Bolivia y uno de los primeros en Latinoamérica. 
Recientemente se han detectado 3 aislamientos de E. coli en Perú y 1 de 
Argentina portadores de dichos genes oqxAB59, 60.  
El 83,7% de los aislamientos presentaron aac(6’)-Ib-cr, lo cual representa una 
mayor prevalencia que lo observado en el estudio llevado a cabo en Bolivia en 
enterobacterias comensales, donde se reporta un 35%36. Por su parte, en  
México se han reportado un 33% de K. pneumoniae58 y un 49,5% de otras 
enterobacterias que presentaban dicho gen61. En Chile, la prevalencia de 
aac(6’)-Ib-cr fue del 54% en K. pneumoniae y 74% en E. coli 62  y en Perú fue 
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del 55,6%63. Por el contrario en Brasil en un total de 101 enterobacterias 
resistentes a quinolonas, solo 4 aislamientos presentaron aac(6’)-Ib-cr64.  
En el presente estudio, la presencia conjunta de aac(6’)-Ib-cr con blaCTX-M-grupo-1 
se observó de manera muy frecuente. En un estudio realizado en Argentina  se 
observó un 44% de aislamientos tanto de E. coli como K. pneumoniae que 
presentaban aac(6’)-Ib-cr asociados en su mayoría, con CTX-M-15; 
correspondiendo las E. coli al grupo filogenético B265. 
Por otro lado, solo 6 aislamientos (5,9%) fueron portadores de qnrB, 5 
correspondieron a qnrB1  y 1 a qnrB19 constituyendo la primera identificación 
de qnrB1 en Bolivia. En estudios previos en personas sanas en dicho  país, se 
identificó qnrB19 en mayor porcentaje (2,58%), además de qnrB2 y qnrB10 35, 
mientras que en Argentina el gen más prevalente fue qnrB2 (27%)66. Por el 
contrario en México se observó que un 94,1% de las enterobacterias contenían 
genes qnrB, donde, qnrB1 se presentó en mayor porcentaje (47%)58, En 
Colombia se identificó qnrB19 67 y en Brasil el 12,3% de la muestra analizada, 



























 Este trabajo constituye el primer reporte de marcadores de resistencia a 
β-lactámicos y quinolonas en infecciones hospitalarias y no hospitalarias 
de la ciudad de Cochabamba-Bolivia. 
 Las enzimas de tipo cefotaximasas fueron las únicas BLEE encontradas 
en este estudio, con una marcada prevalencia de enzimas CTX-M-
grupo-1 respecto a otros grupos. 
 Se observó resistencia disociada a oxiiminocefalosporinas (sensibilidad 
a ceftazidima y resistencia a cefotaxima) según los puntos de corte del 
CLSI, en especial en enterobacterias portadoras de genes blaCTX-grupo-9. 
Esto  constituye un llamado de atención al momento de llevar a cabo los 
ensayos de determinación de sensibilidad y muestra la necesidad de 
incluir cefotaxima en el ensayo.  
 Un 71% de las enterobacterias productoras de BLEE, presentaron 
simultáneamente el gen blaoxa-1. 
 Se ha observado un alto porcentaje de resistencia a quinolonas en las 
enterobacterias productoras de BLEE.  
 Se reporta una alta prevalencia de PMQR con un amplio predominio de 
aac(6´)-Ib-cr (83,7%), seguida en mucha menor medida de las qnrB 
(5,94%) y de los genes codificantes de bombas de eflujo como qepA 
(5,94%) y oqxAB. 
 El presente estudio constituye el primer reporte de qepA1, qnrB1, 
qnrB19 y aac(6’)-Ib-cr en aislamientos recuperados de infecciones 
clínicas de Cochabamba, Bolivia. 
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 Este es el primer reporte de las bombas de eflujo oqxAB en Bolivia y uno 
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